{It) DEMANDE INTERNAnONAI.E PUBU£e EN VEKTU DU TRASlt DE COOPERATION 
EN MAnfeEtE OE BREVETS (PCI) 



(19) OrganisadoD Mondiale de la Propri£t6 
lotellectuelle 

Bureau mt^national 

(43) Date de la publication iaternatioQale 
11 aviil 2002 (11.04^02) 




(10) Nam£ro de publication InternatioiiaKe 

PCX wo 02/28428 A2 



(51) Classifieatlcm interaatiottale des brevets'' ; 

A61K 39721 

(21) NDm£n> de la demande Inteniatiotiale : 

PCr/FRDl/03tKI8 

(22) 0ateded£pdtinterDatioDal:8octol»e2OOl (08.10^1) 

(25) Laagaeded£pdt: fran^ais 

(2ti) lAogae de publication : fcangais 

(30) Donnta relatives A la priority: 

(m7m 6 octobre 2000 (05.10.2000) FR 

(71) D£p<»ant (pour tons les hats dislgnSs smtfUS} : AVEN- 
TIS PA^DR [FR/FR]; 2, sveime Vcmt PasteTn; F-69367 
Lyon (PR). 

(72) Inveotears; et 

(75) Inraitean/D^posattts (pow VS smdemnt) ; 
HAENSLER, Jean [FR/FR]; 17, rue Kccandet, F^9290 
Saint Grans les OlHtes (PR). HURFIN» Christian, 
Mareel [FR/FR]; 18, cheoun de laFexlati^ F-692W St 
Didier an Mont d'Or (PR)i 



(74) Mandatalres : KER?iEB, Danlile etc.; Aventis I^steor, 
IMicctiondBlaPropri£t61htBUectQ&]le. 2, avennePt>ntPa$- 
tear; F-69007 I^on (PR). 

(81) 6tatsdfefett&r«fl«onfl9:AE,AG.AI^AM.AXAU,AZ, 
BA,BB.BG. BR.BT£;BZ. CA, CH. ON, GO. CR, CU. CZ. 
DE. DK, DM. DZ, EC EE, ES, FI, OB, GD. GB, GH. OM, 
HR. HU, ID. IL. IN, IS, JP. EE. KG. KP, KR, KZ. LC, LK, 
Ut, 1^ la; LU. LV. MA, MD, MQ; MK. MN. MW, MX, 
MZ» NO, hK, PH. PL, PT, RO. RU, SO. SB. SG, St, SK, 
SL, TI, TM, TR, TT, TZ» UA, UO. US, UZ. VN, TO. ZA, 
ZW. 

(84) fitats d6sfen&f><gfc>W>: brevet ARIPO(GH,Ca^ 
LS. MW, MZ; SD, SL, SZ. TZ; UG, ZW), brevet ourasien 
(AM. AZ, BX KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet europfco 
(AT. BE, CH, CY, DB, DK. ES, FI. FR, CT . cat, IE, IT, LU, 
MC, NL, PT. SB. TRX brevet OAPI (BF, B J, CG, CI, 
CM, GA, GN, GQ, GW; ML, MR, NE. SN, m m 

Pablite: 

— sans rappfffi de recherche intemaUtmale, sera repMiie 
d&sricq^tfon de ee rqsport 

Enceqta cottceme ks codes d deux letttis et autres abrivfa' 
tlom, se ri/Srer am **N<aes apHcatives relatives aux codes et 
abriviattons" figurant au dUbut de dtague numiro ordinaire de 
!a Gazette du per. 



(54) TWe: VACONB COMPOSmON 



^ (54)TKre: COMPOSmONVACCINALB 

QQ (57) Absfiract: llie tavBi^on concern 
j2^atQryoHgonncU»ti^^ 

2 <7totoxicTiespanfiewhanadimnlsteredbypa^^ 
thenmcousgystBfn. Saidconqwsitionisofparticnl^ 

2 (57) A W^O^invemion concede 

On^otode ittonnn^nniteL Cte^ 

^ de ^ Tia to dera admtotration par vc4e mnqne^ 
1^ canoznqcie est du DCchoL 



BEST AVAILABLE COPY 



wo 02/28428 



PCTMlOl/03098 



COMPOSITION VACONALE 

Umvention est relative au domaine des compoi^oas vacdnal^. Plus panicufidrement, 
S IWeixtion coxicenie une compodtion vacdnale adjuvee. 

On coimaSt dans I'art ant^eur de nonibreux adjuvants susceptiUes dStre utilis6s dans le 
domame des vacdns afin d'am^oier la rdponse inunuiutaire mduite lors de leur administration. 
Ainsi, par exemple, la d^nande de brevet W096/14831 d6ctit l^utilisadon d'adjuvants 
10 c(Histitues par des compost anqihipaduques coxnpxenant un groupement lipophile 6hiv6 dhm 
stdrol lie & un groupetnent calionique, tels que le 3 p-[N--(N^,l^-'dim6thylanmio£t^^ 
carfoamoyl] cholesterol, encore BppdL6 DC cfioL 

La dmiande de brevd; WO9R/18810, quant i die, d6cnt des nucleotides dent la sequence 
nudSotidique poss&de des motifi particuEers (un dinudeotide CG encadr6 par TAd^une, la 

IS Guanine ou la Thymine &m cdt6 et la Cyto^ ou la Hiynmie de I'autre c6t^ pour leur 
utilisation en tant qtfimmunostiniulantfi^ notamment lors de radministration de vacdns. 
Ces dema3ades ne sont que des exemples pamu Hmportante Utt&ature idative i ce sujet 
Or, bien que de nombreuses substances aient && d6crites dans Tart ant&ieur en rdation avec 
lairs propri^tds d'adjuvants vacdnaus; on dierdie toujours k am^orer la quality et Tefficadtd 

20 des vacdns grice, notamment. k I'utilisation de nouveaux adjuvants qm pennettraiesit^ soit de 
dtmimier la quantity d*antig&ie5 presents dans le vacdn poiu' obtenir une r6ponse immunitaire 
Bgtisftisante, soit d*orienterla rdponseimnnuntaire dans la direction souhait^e en fonction, par 
exemple, de la maladie concemee, de la voie d'administration choisie ou de TeQ^ recherdi£ 
Qyrevention ou traitement). 

25 Une des difficult^s ^ Ii6e au fiit que, m&ne A les r^pons^ du syst^ immumtaire sont de 
mieux en nueux connues, il reste tr^s diffidle;, voire nnpossible^ de antidper, et que trfts 
souven^ la combinaison de 2 adjuvants conduit k im r6suttat d&evant» soit parce que la 
toxidte abrs trop grande, soit parce que cbacun des u^uvants, actif isbMrneot, semble 
avoir un efifet inhibiteur ou neutralisant sur I'adjuvant qui lui est assod6. 

30 Le but de la pr^sente invention est done de proposer une nouveQe compodtion vacdnale dont 
l^nununogdnidte est amSlioree par rapport k I'art antdrieur, le. que la r^onse immunitaire 
induite cons&utivemem & son administmtion est au 
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Pour attdndre cebut, IWentioii apour 6bje;tune conq}o^oii vaccinale comprenant au moins 
un andgeae^ un tipide cationique et ua oligonucleotide immunostimulant 
En efiB^ on a remarqu^ de &9on inattendue^ qu9 y avait une syneigie dans Faction adjuvante 
de ces 2 substances fipide cationique et Toligomidtotide inummoslimulant) vis4-vis fun 
S andgene, lorsqu'eOes 6taient administr^es ainmltan^CTt. 

L^ivention a ^galement pour objet IHitiUsadon d*une composition cony>renant au moins un 
lipide cadonique et un oligomid6otide pour la &briaction d'un vacdn capable dinduire une 
r£ponseimnufflitaireq>6cafiquedetypeI1il, lorsque cette composition est admimstrde par voie 
10 parent&ala 

L^ention a ^galement pour objet lUilisation dHme composdon conq>renant au moins un 
fipide cationique et un oUgonud6otide pour la fibrication dHm vacdn capable dlnduire une 
forte liponse Qtotcndquet, en particufier une r^^^ 
IS estadmimstr6eparvoieparentdrale. ^ 

L^nvendon a ^galement pour objet hitilisadon d^ rampostdon comprenant au moins un 
lipide cadomque et un oligonucleotide pour la &bncation d\m vacdbi capable d^oduire une 
rfponse immumtaire i^&afique de type Th2^ lorsque cette conq)ostion est adnmnstree par voie 
20 muqueuse. 

Llnveotion a ^galem^it pour objet IHidlisation dhme conq)osition comprenant au moins un 
antig&ie, un lipide ationique et un oligonuddotide pour la fibrication dtm vacdn cq)able 
dinduire une forte production d'anticotps IgA. sp^dfiques dudit antig^ lorsque cette 
25 can^K>sition est administr6e par voie muquoisa 

Selon une caiacteristique de l^cxvention, ledit lipide cationique est du DCdioL 

Sdon une caractMstique particuU&s de Knvendon, ledtt antigdne est un antigdne du wus de 
30 la gr^jpeouunantigdnedu virus VIH. 

Ia prdsente invention sem mieux conqmse & la lecture de la descr^ 
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10 



Par compositioii vacdnale au sens de la pr^sente invention, on entecd uoe composition 
susceptible d'Slre admimstrte i Wiomine ou i ranimal afin dlndoire une r^onse du syst^ 
immunitaire; cette r6ponse du systfime immunitaire pouvant se traduire par une production 
d'andcoips ou simplenMHit, par une activaticm de certainfis ceflules, notamment les celMes 
prtaatrices d'antig^ les lymphocytes T, les lymphocytes B. La compositioa vacdnale 
peut etre une composition & visfe prophylaotique ou 4 visfc th&apeutique, ou encore les deux. 

La composilion vacdnale peut gtre adnmistiee par toutes les voies habttudlement utilis^es en 
vacdnatbn; die prtsente, cependant, des caiact^ristiques particuli^ sdon la voie 
d'administration, dans la mesure oD die induit des r^onses immunitaires spedfiques disdnctes. 
Ced est particuli&ement avaotageux si I'on d&ire orienter la i^ponse immunttaire vis-i-vis 
dhm antig^ paiticulier. 

Par exempli dans le cas des microoigamsmes ayant une porte d'enttAs muqueuse, il peut etre 
15 int^ressaot d-induire une r^oose immunitaire de type muqueusei avec production 
d'ifflmunogMmlines A sp^dlSques. 

Ainsi, il peut ette iot^ressant de recherdier ce type de r^onse dans la vaccination contra les 
virus k porte d'entr6e respiiatoire (Virus Synctial Respiraloire, virus de k grippe^ parainfluenza 
virus, etc...), 4 porte d'entrte digestive (virus de k poHo, rotavirus,...) ou encore 4 porte 

20 d'entr&vaginaleourectale(VIBth^>atiteB,....) 

De la mame fefon, one riponse hnmunitah^ de type muqueux est ncha<is6e dans les 
aflEbctions bact^ennes provoquies par exemple par Chlamydia, Neisseria gonoxtheaci 
Streptococcus pneumoniae, Haemophihis influenzae, Mbraxdia catairialis. 
Par contre, dam d'autres ca^ on souhaite phitdt indmre une r^onse de type THl avec 

25 production de ceOules eytotoxiques; ced est notamment le cas pour les virus non 
cytopathiques tds que les tytom^ovirus, les miowaganismes intraceDulaires (Badlle de 
Kodi, des paiaat^ comme Falc^arum oo Lashmania, des bact&i^ tdles que listeria. 
L^onella, Yersima eoterolitica) ou d'autres comme les Spirodi4tes. 
Dans CKtaina cas encore, on peut souhaiter induire phiaoirs types de i^wns^ tfest 

30 ootanmeDt le cas pour la grippe ou le Sida. Dans de tds cas, la composition sdon I'invention 
est d-un int&€t tout particuliar, car die permet, alon^ d'obtenir difi^rents types de r6ponse du 
syst&ne hnmunitaire. 
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Par andgSne au sens de la pr&ente invention, on entend tout aixtig^ susceptible d'Stre udlisS 
dans un vacdn, qu^il s'agisse de g^xne ^tier ou de sous-unite et qudte que soit sa nature: ^ 
peptide, prntSne, glycopiotfine, polysaccharide. gtycoHiride, lipopeptide...etc, D peut s'agr- 
5 d*ant3g&ies vimnc, bact^rieos ou autres; le tenne andg^ conQ>read 6galemetit les 
polynudfotid^ dont les sequences sont dioisies pour cod^ les antig^^ que Ton soubaite 
voir ^rini£s par les mdividus auxquds sont adniimstr& les polynucleotides, dans le cas de la 
tedmique d^tnmumsation que I'on cqppelle inmmnisation ADN. n peut ^alement s'a^ dSxa 
eiiseznble d'an^g^es, notamment dans le cas d*une con^sidon vacdnale nmltivalente qui 
10 conqnend des antig&ties susc^xtibl^ de pn)t6g^ centre phisieurs maladies, ou fl nti ff cas 
d'une con^osition qui coinprend ptuaeurs antigtees diffirents pour prot6ger contre une seule 
maladie, ain^ que cela est le cas pour certains vacdns contre la coquohiche ou la grippe par 
escen^Ie. ' 

15 Par fipide cationique au sens de la pr&ente invention, on entend un conq)ose fonn6 dHine ,. 
partie grasse (par exeaq>le une ou phiaeurs diaines hydrophobes ou un noyau st&ol) et d\ine 
tSte polaiTB diaigte poativement au pH ph;^obgique£n particulier, il pait s'a^ dHm 
compost comprenant un groiq>ment lipophile dkvv6 d^m sterol H6 & un group^^ 
<^onique et notamment un d&iv6 de cholest&'ol reli^ i xai ammonhun quatemaire ou k une 

20 amine protonable par une liaison <^amoyle, Une telle liaison pr&ente m efifet favantage 
d'Stre hydro^rsable dans la ceUuIeJDe tels composes peuvent se trouver sous fbnne baaquei, 
sous fijime de sd, ou encore, et tfest le cas le phis frequent, 4 la fbis sous 1^ 2 formes en 
fiquilibre dans un m^lai^ le d^lacemrat de I'i^jilibre vers Itaie . ou I'autre forme dependant 
de la conqposrtion du melange et notammmt de son pBL Un des Iqndes cationiques 

25 particailifirement int&essant aux fins de I*invwition est le DCchol qui p^rt Btro obtrau h partir 
de diolestetyl cUoroformate et de N, N-dimetbylethjdenediaminet sdon la m^thode d&rite 
dans le brev^ US 5283 1 8 5 ou de &son prffSrfe, sdon la m6thode d6crite k Fejcemple 8 de la 
demande de brevet WO 96/40067. H est pos^Ie £galraient d'udliser un pto&M obtenu par 
reaction de cholest&jd dilorofonnate deN,NJN trimdtiod^tiiyieoediamina 

30 

Par olfgonud^otide au sms de la pn&ente invration, on comproid un oligonudfotide simple 
brin ayant de 6 4 100 nud&tides, de prfiKrence de 6 i 30 nudfiotides, H poit rfa^ 
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tfoKgoribonudfetide, ou cToligodesCH^ribonud&tide. On utilise notammesit des 
ofigonudeotides coraprenant au moins une sequeace dinucKotidique Cytoane, Guamne, ^a^iq 
laqudle ni la Cytosine m la Guaiune ne scmt m^thyl^es. Tout autre qligonud6odde connu pour 
etre, par sa nature mSme, inununosdimilant, peut^^galemfiut coixvenir aux fins de Ilnvention. 
5 On a obtenu de particuliSrement bons r6sultats en utilisant un oligonudeotide dont la sfijumce 
est dterite dans la draande de brevet WO96/02555 sous SEQ ID JTIS, qui est reprise d- 
aprts: 5' GAGAACGCTCGACCTTCGAT 3\ 

Les oligonud&>tides convenant aux fins de Pinvention peuveat se pi^sentcr sous &ime de 
phosphodiester, ou sous toute autre forme ^tudife afin de les amfliorsi notammeot en terme 

10 de stability; ain^ 91 est pos£dble dHxtiliser des oligonucleotides se preseotant sous fbnne de 
phosphorothioates ou dliybrides phosphodiester/phosphoroflnoates. Bleu qu^l soit possible 
d*utiliser des oligonud6otides provenant de source d*addes nud&ques existaotes td que 
i'ADN g&ondque ou le cADN, on prefi^e utifisar des oligocud&tides de synthSse. Ainsi, il 
est possible d*daborer d^ oligonucleotides sur support solide en utilisaot la methode p^yano 

15 6tliyl pho^horaniidite (Beaucage; SX. and Caruthers, MBL Tetrahedron Latere 22, 1859 - 
1862 (1981)) pour Passemblage 3'-5'. 

Les oligonudfotides phosphorothioates ont im d^ atonic d*Ox^&ae composant le 
groupement Phosphate qui est rentplac^ par un otome de Soufre. Leur synth^ peut €tre 
e£fecta6e comme precddemment d&rit, sauf k remplacer la solution iode/eau/pyridine 
20 tS:rahydrofurane qui est udlisee lors dePetq^e d'o^^dation ndcessalre d.la syxxfli^ des liaisons 
phosphodiester par une solution TBTD (t^traetiQitiHurani disulfide) apportant les ions sulfites 
pennettant de pioduire le gFCFiq)CTient phosphorothioate. 

On peut egalement envisager d'autr^ modifications des liaisons pbosphodiestei^ des bases ou 
des suoes, pour modifier les proprid;^ des oligomiddotides utilises, et notamnomt pour 
25 accro^leurstabiUt6. 

Par i^onse imnmnitaire de type Thl au sens de la pr6seate invention, on astend une rSponse 
i mmnnttaire sp&afique de Pantigfene caractdris^ m ce qu'eDe *^ntr afflfi une production orientde 
de cytokines, piinc^^alemeot llitjtei^ron y 11L2, et une production zna^ive de certaines 
30 sou8^dassesd'anticoip8 0.e.]^(G2achezlasouris). 

On p^ ^alement observer une production de cellules T cytotoxiques. 
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Par r6ponse tinmumtaire de type Th2y on entend une rSpoBse immimhaire ({ui se traduit par une 
production majoritaire dTL4 et dlLS, ainsi que par xme production mas^ve de certaines aixtr^ 
sons-dasses d^andcoips ( Le IgGl chez la soiiris). in^. 

5 Lorsqu'oa veut ^(Uer le type de r6ponse inmnuntaire indidte par une conq)o^tion vaccinale, 
on peat efifectuer des dosages comparatifi des IgGl et des JgGld fip6cifiques prodoites lors de 
radxxunistrodon de la conq)omtion vacdnale £tudi6e k des somi^ une reponse de type Thl se 
traduit par une plus forte production d* ]gG2a sp^cifiques conduisant k une valw fiiible du 
rapport IgGl/ IgG2a, aloi? quW reponse de type Tb2 se traduit par une plus 

10 6! IgGl sp&afiques conduisant iunevaleur forte du rapport IgGl/IgG2a. 

Ahemativement, le dosa^ des cytokines produites pennet ^galement, lors de tests in vitro ou 
sur animaux, d'appr^der rorientalion de la i^nse innnumtaire; on p^ notanunent eeEEet^u^ 
le r^ort ILS/CNFy; une r^onse de type Thl se traddsant par une valeur fiible de ce rapport 
alors qu'une r^onse de type Th2 se traduit plut&t par une valeur Sev^e de ce rapport 

IS n est ^alement posable d'observ^ la quantity d* IgA. dont la production traduit une 
orientation de la rdponse imminiitaire vers le type Tb2. 

Or, sdon les cibles vacdnales, Le. les maladies centre lesqueHes sont destindes les 
conq)Ositions vacctnales, il peut §tre souhaitable de pouvoir ori^iter la r^onse inmnuJttaire, 

20 

ex^iqsles qui suiveiit iUustrent, de fiipon non fimitative, d^ modes de realisation de 
nstventioiL 
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Exmiple 1 

S On a utilis6 du dioitydrate de IXM^hol (obtemi sdon le mode de pr^parartion decrit k 
rexemple 8 de la demande de brevet WO 96/40067) que Von a mis en suspenaon k 20 mg/ml 
dans du tampon TOIS-NaCl (20 mM TRIS, 150 mM Nad, pH 6.8). Api^ 8 heures sous 
agitatioa k 35-40<X: sous argon, la suspenaon a Ae microfluidiste k Taide d*un microfluidiseur 
M-llOS de Chez MicMfluidics (10 cycles k 500 kPa), afin de gfoSrer une suspension 
10 homog&e de DC-ChoI, que I'on a filtrfe sur un filtre MHex 0.45 jun . 

Example 2 

On a pr6p&r& des oligonudtetides grfice k m automate synth^eur fourm par AppBed 
15 Biosrystems qui met en ceuvre la m^thode dbimique standard au phosphoranudite et qui 
comporte k diaque cyde une &ape d'ossydation. 

Cette etape tfojtydation a 6t6 rMs6e au moyen ffune solution 
iode/eaii/l;aral5^drofijrane/ac& pour obteoir une liaison phosphocfiester au moyen 
d^une sohition taiad%lfluuram/ac&onitiile pour obtrair une liason phosphorofKoate, 
20 On a aina priparf un oligonucleotide 3 Db(S) dont la s&juence est reproduite dans la demande 
de brevet W096/Q2555 sous SEQ ID NO 15 et qui comporte des liaisons phosphorothioate 
sur toute sa longueur. 

On a pr^arfi 6galement un oligomidtotide MGC (S) dont la sequence est reproduite dans la 
demande de brevet WOOO/15256 k SEQ ID NO 2, qui comporte 4 la fbis des liaisons 
25 phosphodiestar et des liaisons phDq)horothioate. Les fiaisona phosphorothiate sont ^tu^ k 
diaque extr&nite ; il y a 2 Baisons phosphorotWoa^^ 

Get oligonud&jtide ne poss&de pas de sequence CO et ^ utilise comme <»ntr51e n^ti£ 
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On a pii6par6 des doses de O^ZoA de compo^ons vacdnales contre la grippe ayant ime 
fimnuMons suxvantes: 

S - du vacdn gr^pe monovalent souche A/Stng9pore/6/S6 ^IKl) correspondant k 5\ig de 

- du vacdn gtippe monovaieot soudie A/Sii]gapQre/6/86 (HlNl) correspondant & S^g de 
BA + 200}ig de DChd px^arS k V&s&oapl^ 1, 

- du vacdn gc^^pe monovalent souche A/Singapore/6/86 (HINl) correspondant k Sfig de 
10 HA. + SO)ig d*oligonudeo1ide 3Db(S) pr^pBri a Fffiemple 2, 

- du vacdn gtippe monovalent soudie A/Singapore^6/86 (UlNl) correspondant k Siig de 
HA + 200(ig de DChol pr6par6 k Texenqde 1 + SOjig d'oHgonud&rtide 3Db(S) pr6par6 k 
reKen]ple2 

IS On a adnmustrS les doses pr^parfes k 4 groiqies de 6 souris Balb/c, par injection p&iton^ale^ 
iraisondhme l^itgectioni J0etd'uneiqecdondeiappd[&J21. 

Pour efiSsctuer le dosage des auticoips produhs par la tecbmque ELISA, on a efi&cto^ k J3S« 
sur cbacune des souiis^ des prfl^ivemrats sangqins. Les r&ultats de dosage obtemis smt 
20 rqnoduits dans le Tableau 1 d-apr^ oii 1^ titres indiqu6s sont des nu)yenn^ des thres 
obtenus par ELISA sur chacune des 6 souris appartenant & chaque 





IgGl 


IgCSZa 


Ig01/IgG2a 


SjigHA 


20401 


4930 


9.1 


S(igHA+I>Cchol200^g 


127743 


10082 


12,7 


5|igHA.+3Db(S)50|ig 


27243 


15863 


1.7 


S|ig HA.+ DCchoI 200|ig + 3Db(S) SO)ig 


122956 


87761 


1.4 



Ces i^suttats iDustrent la synerg^e obtenue entre les 2 adjuvants presents dans la conq)osition 
25 vacdnale selon llnveotion, ce qui conceme la production dWticozps IgG2a. Bn efl^ la 
quantit6 d^andcoips IsG2a produits aprte admimstration dHrne conq>o8ifion vacdnale sdon 
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llnvention est bien.sup&ieure k la somme .des quantites produites aprfes admiijistrBtion des 
compositions vacdnales compreoant un seul des adjuvants de Tart aat6ieur. 

Pour ftudier la rfiponse cytotoxique indutte, on a prflev^ i J35 les cdlul^ spleniques des 
5 souris de chacun des groupes. 

cdhiles, dont on vouiait mesuier Tactivit^ cytotoxique spgdfique vis-i-vis de cellules 
dbles pr&entant un ^itope dominant MHC classe I restreint de Itfimagglutinine^ ont fte 
restiraulfes in vitro en pn&ence de cdhiles stimulantes syng&iques (Jssues de souris non 
immums&s) ii^&s par le virus de la souche A/Singapore/e/SS (HlNl). 
10 Leurfonction cytotoxique a dt6miseea Evidence muflisant comme cdhiles-cibles des ceBules 
delalignfe P815 srasibilis&s par un peptide Epitope delTifeiagg^ 
A/Singapoiie^6/86 (HlNl), 

La lyse des cellules-cibles a 6t& m^sun^e par uue tedmique radioactive bas& sur le chargement 
des cdlules-cibles en chrome radioactif Cr-5 1 et sor le rdargage de ce radiofl&nent lors de la 
15 cdlulaire. 

Pour chacune des compositions vacdnal^ t^tdes, les ceUules qtotoxiques ont 6t6 nuses en 
contact avec les ceMes cibles dans les proportions suivantes: 100 ceQules cytotoxiquespour 1 
cellule-dble et 33 ceMes cytotoxiques pour 1 ceOule-dble. 

Pour chaque valeur 100 ou 33 dn ratio ceMes cytotoxique/ cdhile-dblej on a eSectue: 
20 " le dosage du chrome libdr6spontan£meat sans qoiitdece^^ 

- le dosage du chrome Iib6r6 aprhs iy^ totale des ceQules-dbles, 

- ainsi que le dosage du duome Ub6r6 apris action des ceDules dont on veut mesuier 
Factivitd cytotoxique. 

Puis on a calculi le pourceotage de cytotoxicity, de la % on sutvante: 



25 



100 X na^ratjon cdhiles cv totoxique&-liheration spontanfe^ 
(Ub^iation totale -liberation spontan^) 



Les r^sultats obtCTUs sont exprim& dans le Tableau 2 suiva^ 

30 
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Tableau 2 





lOOA 


30A 




43 


28 


5^g HA4- DCchoI 200)tg 


25 


17 


5pgHA.+ 3Db(S)50jig 


49 


19 


5|igHAH-DCdiol 200|ig +3Db(S) 50|ig 


71 


46 



5 Ce3 r^suhats montrezxt que la r^onse ceQukdre appr^d^e par Hnduction de cellules 
. c^tcftonqura est ^almient accr&e lora de l^udlisatiou d*une coiKq>osatioii vacdnale sdoa 
rinvendoiL 

Les lisultats obtenus dans un test analogue avec des cellules-dbles non ^isibSisdes 
10 conduisentauxr^tatssinvantseiq^^ 



Tableau3 





100/1 


30/1 


5|tgHA. 


7 


4 


5|ig HA+ DCdiol 200(ig 


7 


4 


5ngHA.+ 3Db(S)50ng 


10 


9 


5)igHA.+DCchol 200)ig + 3Db(S) 50|ig 


8 


4 



15 Ces i^sultsts indiqueot que la reponse cytotoodque mduite est une i^onse des cellules 
cytotoodques T CD8+- 

Si I'on consid&ne Feos^nble des r^sultats obtenus, on lemaique que I'objet de la prSsente 
20 inveotzon penn^ d!oneater la r^nse andcoips spSdfiques vers une rSpoose immumtam de 
^e Thl avec une dmnnution trds sensible du Tdppott IgGl/IgG2a, tout en mamtenazrt le 
niveau de producdon des IgGl sp^dfiqu^ 6quivalait i cdhA obtem loique la conopomtioa 
vacdnale ne conaprend quhm seal adjuvant constitu^ par du DCcboL Cette orientation de la 
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rfponse en anticoips est en outre avantageusement assodfe i une induction de cellules 
cytotomques, et notamment de cellules T CD8+. 

Exemple 4 

S. 

On a prSpar^ comme k Pexemple 3, des doses de 0,2nil de coinpoffltions vacdnales centre la 
grippe ayaxtt une des formulations suivantes: 

- du vaocin grippe monoval^ soudie A/Singapore^6/86 (HlNl) coirespondant 4 Sjig de 
HAseul, 

10 - du vaccin grippe monovalent soudie A/Singi^6ie/6/86 (HlNl) correspondant i Sjiig de 
HA + 200fxg de DChol pjn^ar* i Pexeanple 1, 
■ . du vacdn grippe monovalent souche A/Singapore/6/86 (HlNl) coirapondant i 5^g de 
HA. + 5jig d'oligonuclfetide 3Db(S) pt^art 4 rexemple 2, 

- du vacdn grippe monovalent souche A/SiDgapore/6/86 (HlNl) comMpondant 4 Syig de 
15 HA + 200jig de DChol prepaid 4 Vcxemph 1 + Sjig d'oligoraid&tide 3Db(S) prtpar6 4 

rexemple2. 

On a injects 4 des souris rSparties en 4 groupes de 6, en sous-cutan6 cette feis, une dose de 
chacunedes compositions vacdnales ( 1 groupe de 6 souris parfbrmulation vacdnale) 4 JO et 4 
J21. Les spurns ont && prflevis et dos& de la m&ne fifon que dans re^&ience precddente. 
20 Les r6suhats obtenus rdalivemeiit aux dosages des andcoxps produits sont r&^^£s dans le 
Tableau 4 d-apr6s: 





IgGl 


IgG2a 


IgGl/IgG2a 




68R2 


SS5 


11.8 


5|tg HA.+ DCchol 200}ig 


108211 


20443 


5^ 


5|igHA.+ 3Db(S)5|ig 


4519 


384 


11.8 


5ngHA.+ DCdiol 200ng + 3Db(S) Sjig 


133544 


59545 


2.2 



L«s tests de cytotoxtdt6 ont montri^ de la mSme fi^on qu'4 Pexemple 3, qu'avec une 
25 comporftion sdon I'tnvention, on induisatt des cdhiles cytotoxiques, et notamment des cdtules 
TCD8+. 
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Eq outre, des dosages d'biterferon y oiA xnontr6 qu'n y avait une induction ioq^ortante de la 
production de cette cytokine. 

Ces r&uftats montretit» de la m§me fefon qu'i rexffl^)le 3, qu5I y a une synergie eatre TdBfet 
S des 2 adjuvants, notaxnm^ a ce qui canoeme la r^onse en IgG2a, m&ne lorsque la quantity 
d^oligonuddotide est r6durte i une val^ k laqudle son e£Eet a(^vant n'^ pas detectable. 
ContrairemCTt i ce qui est observ6 habitudlment ,on constate ea outre, qu' il ny a aucun eflfet 
inhibiteur de Vm des adjuvants sur Faction de raitre, lorsqu'on utilise une comppsation sdon 
riovention. 

10 

ExenpleS 

On a pr^nrd des coo^stions vacdnales ontre le virus de rmmumodSfideiice tniman^ft de 
^e 1 (VIH-1) dans lesqudles I'antig^ est la gjfycoprotfine d'envdoppe gpl60 MN/LAI-2. 

15 Cet antigdne contient la portion gpl20 de IHsolat VM-l MN et la portion gp41 de llsolat VlH- 
1 LAL La gp41 a 4^ 6&6t6e de stm ate de divage avec la s>120 et de sa partie 
tra asmeroh tanaire de &$on & obtrair une gjycoprot^ non div^e et essentidlemeant s^ci^tde. 
L'aiitig6ie est prodnh A paitirde la Hgnfecdlulairede hamster BHK-21 infectie par le wus 
recombinant de la vaccine VVTG.9150 d&iv6 de la pr«c61ente construction WTG.1163 

20 (Keny, Rl-P. et al. 1988, Protein Ei^g, 2(3) : 219-255), puis est purifi6 par chromatographie 
d'iduQge d^ons suivie d^me dutxoaatographie d^nui]unoaffinit& 

Les doses vacdnantes de 20pl r6pondaient k Fune des fiumulations AiivantN: 

- 25|igdegpl60uniquemait, 

25 - 25|tgdfigpl60 + 50^gd'oIigonudfotide3Db(S)pr^>aI^&rexeopIe2. 

- 25 |ig de gpl60 + 50 ^g d'oligonudtotide MGC pi^pari i I'exemple 2 + 200 jig de 
DCdid pr^ar6 k I'exoi^le 1, 

- 25 )ig de gpl60 + 50 (ig d'oligomidtotide 3Db(S) pi^iai^ k rexemple 2 + 200 pg de 
DCdiol pr^ar£ k rexaiqile 1. 

30 On a iigect* les doses vacdnantra pr^ar6es k 4 groupes de 6 souris (1 fbnnuladon par 
groupe) par vote rectale. sous anestixeae, k raison de 4 irgeciions s^ar^ diacune de 2 
samaines ( sdoit Jl. J15, n9 et J44). 
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A J57, on a prflev^ Ai s^rum, on a recudlli les :Kc6s et on aproc6d6 a des lavages rectaux afia 
d'eSbrtuer les dosages suivants: 

- dosage par ELISA des IgGanti-gp 160 dans b s&um, 

- do^e par EUSA des IgA et des IgG totales aina que des IgA et des IgG spte^ 
5 anti-gpieo dans les lavages rectaux, 

- dosage par EUS A des IgA ct des IgG totales ainsi que des IgA et des IgG sp&afiques anti- 
gpl60danslesf6cte. 

La con^offldon vacdnale conteoant Poligonuclfiotide MGC a &e conadfirfe comme un 
10 contrSle n^^tif par rapport 4 roHgomidfofide3Db(S). En eflfet, roligomid&tide MGC s'etait 
r6v€i6 ne pas Stre inmumostunulant dans des e^&ienc^ pr^cSdentes. 

Les r&utos ohtemis sont r&apitul&s dans les tableaux cd-aprSs; sedes les moyennes par 
groiq)e de souris ayant re^u la m€me conqjoshion vaccinale sont indiqu^. 

15 

Tipbleai; S ; Dosage d^ IgG sp^afiques dans le s&mn: 





^aoti-gp 160 ea ^^ml 


:^)iggpi6o 


60,55 


25)iggpl60 + S0(ig3Db(S) 


- 46,97 


25 |ig gpl60 +■ DCdioI 200|ig + 50|ig MGC 


47,85 


25 iig gpl60 -H DCchol 200}ig 450|xg 3Db(S) 


645,26 



Ces r^tats montreDt la synergie CExercfe par les 2 a^uvants poiir la production dlgG vis-Se 
20 ^ de Tant^gdne gpl60, lors dhme adnmiistration par vde xnuqueuse. 
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Tableau 6 : DosMe <te feA et des IgG dans lavages rectaux: 





]gAq)6cyigAtot 
eii% 


]^Bp6c71gGtot. 


2S|tggpl60 


0.15 


3,68 


25 |ig gpl60 + 50 ^g 3Db(S) 


0,91 


2,46 


25 |ig gpl60 + DCdiol 200^g + 50|ig MGC 


0,68 


1.07 


25 Jig gpl60 + DCchol 200iig +50^g 3Db(S) 


1,53 


12,43 


IgMsSu^: Dosage des IgA et des IgG dans les Scte: 




xlO* 


IgGsp^yigG 
tot 
ea% 


25(tggpl60 


2,44 


0,00 


25 ng a>160 + 50 ng 3Db(S) 


18,05 


1,33 


25 ng gpl60 + DCcbol 200pg + 50^ MGC 


43,38 


0,00 


25 us gpl60 + DCchol 200^g +SO}ig 3Db(S) 


104,79 


3,03 



Ces resultats moxxtrent I'efifet syneigique obtem grSce k Tobjet de la pr6s«s£e iovesdicm, vb-&- 
vis de la production locale dtonunos^bulin^ G et dlxmnunoglobuliiies A spddfiques. 

Cette capadtd i stinmler lof^ement la production dlgA. spSdfiques est particufi^cement 
recborchfo dans certaines applications vacdnales, et confiime nnter@t de Tot^'et de la prSsente 
invention. 
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REVENDICAHONS 

1. Composition vacdnale comprenant au moins un antigene^ un lipide cadonique et un 
S otigoi]ud6otide i mti i^iT^og tiTniilfltif 

2. Composition vacdnale sdon la revendication 1, caract&is6e en ce que ledit fipide 
catiomque est du DCchoL 

10 3. Compo^on vacdnale selon line des r€veodicadons pr6c^et)t^ caract&is6e en ce que 
ledit antig^ est un antig&ne du virus infiu^iza. 

4. CQn^)osttion vacdnale sdon une des revendicalions 1 & 2, caract^de en ce que ledit 
antig^ est un anfig&ae du virus VCEL 

15 

5. Compo^on vacdnale selon une d^ reveodications pr6c&lent^ (^ract&isSe en ce qu*dle 
est destin6e iune adnmustrationnmqueuse. 

6. Compo^on vacdnale selon une des revendications 1^4, caract6ris6e &i ce qu*dle est 
20 destm6e& une adnmustration pareiit6rale. 

7. Utilisation d\me composition comprenant au moins un antigdnei, im Iqnde catiomque un 
ofigoxxud&itide pour la &brication dhin vacdn capable dHndinre une r^onse inmnmitaire 
de type Thl lors de son administration par vole parent^e. 

25 

8. Utilisation dHme composition comprenant au moins un antig^e» un Hinde cationique et un 
oligomid6otide pour la fiibiication d*un vacdn capable d%iduire une fisrte production 
danticorps IgA spddfiques dudit antigtee lors de son administration par voie nmqueuse. 

30 9. Utilisation d\me composition conqnrenam au moms un axi^ 

oligonucl6otide pour la fibxication d\m vacdn citable d^nduire une r^onse immunitaire T 
(Ttotoxique lors de son administration par voie pareotdrale. 
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10. Utilisation (Tune composidoii comprenant au moins un antig^e^ un lipide (Sonique et us 
ofigonucl^tide pour la fibrication dhm vacdn capable d'induire une r^nse immunitaire 
de Tfa2 lors de son adnumstradon par voie muqu^e. 

U.Udlisation sdon une des revendications 7 k 10, caractdrisee en ce que ledit lipide 
cationique est du DCchbL 




THIS PAGE BLANK (uspTOj 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the appHcant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 



m FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ (2RAY SCALE DOCUMENTS 



Ql LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 





THIS RAGE SLiUVK (USPTO) 



